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下调 TSPO 表达不影响脂 多 糖 诱 导 的 小 胶 质 细 胞 TNF-α 和 IL-1β 以 及
IL-6 的分泌
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［摘 要］ 目的 研究相对分子质量( Mr ) 18 000 转运蛋白( TSPO) 基因表达下调对脂多糖( LPS) 诱导 BV-2 小胶质细胞分泌
TNF-α，IL-1β和 IL-6 的影响。方法 以 ＲNA 干扰技术建立 TSPO 基因表达下调的细胞模型，实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 和
Western blot 法检测转染 TSPO siＲNA BV-2 细胞 TSPO mＲNA 及蛋白水平表达的效果; 用 qＲT-PCＲ 法检测 TSPO 基因下调后小胶
质细胞 BV-2 在 LPS 作用下分泌 TNF-α、IL-1β和 IL-6 的 mＲNA 水平表达的情况; ELISA 检测 TSPO 基因下调小胶质细胞 BV-2
在 LPS 作用下分泌 TNF-α、IL-1β和 IL-6 的蛋白水平表达的变化。结果 成功建立了 TSPO 基因下调的细胞模型，稳定表达
TSPO siＲNA 细胞的 TSPO mＲNA 和蛋白水平表达均明显下降，TSPO基因下调后 BV-2 细胞在 LPS 作用下分泌 TNF-α、IL-1β 和
IL-6 的量无变化。结论 下调 TSPO 的表达对 LPS 刺激引起的小胶质细胞 TNF-α、IL-1β和 IL-6 的分泌无明显影响。
［关键词］ TSPO 基因; ＲNA 干扰; 炎症反应; 小胶质细胞
［中图分类号］ Ｒ392． 11，Ｒ392-33，Q786 ［文献标志码］ A
Down-regulation of TSPO expression doesn’t affect the productions of TNF-α，
IL-1β and IL-6 in LPS-stimulated BV-2 microglia
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［Abstract］ Objective To evaluate the effect of translocator protein ( TSPO，Mr 18 000) on the productions of TNF-α，IL-1β
and IL-6 in lipopolysaccharide ( LPS) -stimulated BV-2 cells． Methods ＲNA interference technique was used to decrease
TSPO expression in BV-2 cells． Western blotting was performed to assess the level of TSPO protein in BV-2 cells transfected
with TSPO siＲNA． Then the mＲNA and protein levels of TNF-α，IL-1β，and IL-6 were measured in LPS-stimulated BV-2 cells
by real-time quantitative PCＲ ( qＲT-PCＲ) and ELISA，respectively． Ｒesults The level of TSPO protein obviously decreased
in BV-2 cells transfected with TSPO siＲNA． However，knockdown of TSPO had no effect on the productions of TNF-α，IL-1β
and IL-6 in LPS-stimulated BV-2 cells． Conclusion Down-regulated TSPO is not directly involved in regulating TNF-α，IL-1β
and IL-6 productions induced by LPS in microglia．
［Key words］ TSPO; ＲNA interference; inflammation response; microglia
小胶细胞是中枢神经系统的主要免疫细胞，当
中枢神经系统受到损伤时被激活，产生大量致炎性
细胞 因 子， 如 肿 瘤 坏 死 因 子 α ( tumor necrosis








benzodiazepine receptor or recognition site，PBＲ) 是由
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位于线粒体外膜的相对分子质量( Mr ) 18 000 的异喹
啉结合蛋白( isoquinoline binding protein，IBP) 、电压
依赖性阴离子通道( voltage dependent anion channel，
VDAC) 和腺嘌呤核苷转运蛋白 ( adenine nucleotide
transporter，ANT) 3 个亚单位构成的复合物。2005 年
Papadopoulos 等［2］建议重新命名 PBＲ，把原先称为 PBＲ
的 IBP 亚单位改称转位蛋白 Mr 18 000 ( translocator








损 伤 动 物 模 型 研 究 中，TSPO 配 体 PK11195 和
Ｒ05-4684具有抗炎作用，能抑制小胶质细胞的活性，
降低活化的小胶质细胞分泌的 TNF-α、IL-1β、IL-6




实验利用 ＲNA 干扰技术，以 BV-2 小胶质细胞为研究
对象，建立了TSPO 基因下调的细胞模型，观察TSPO 基
因下调后的 BV-2 细 胞 在 脂 多 糖 ( lipopolysaccharide，





1． 1 材料 BV-2 小胶质细胞株购于中国医学科学院基础医
学研究所基础医学细胞中心; 胎牛血清( fetal bovine serum，
FBS) ，PBS 缓冲液，DMEM 高糖培养基和胰蛋白酶购自 HyClone
公司; Control siＲNA 和 TSPO siＲNA 购 自 Dharmacon 公 司;
TransIT-TKO转染试剂购自 Mirus 公司; 兔抗 TSPO 抗体、LPS
和小鼠抗 β-actin 抗体购自 Sigma 公司; TNF-α、IL-1β、IL-6
ELISA 检测试剂盒购自 Bioscience 公司; BCA 蛋白分析试剂
盒 购 自 Pierce 公 司; TＲIzol 和 SuperScript Ⅲ Ｒeverse
Transcriptase试剂盒购自 Invitrogen 公司; SYBＲEx Taq 试剂
盒为 TaKaＲa 公司产品。
1． 2 方法
1． 2． 1 BV-2 细胞培养与传代 BV-2 细胞在含 100 mL /L FBS
的 DMEM 培养基中培养。传代时用 2． 5 g /L 的胰酶消化，按
1∶2 比例传代。
1． 2． 2 BV-2 细胞 TSPO siＲNA 转染 转染前 24 h 将细胞接
入 6 孔板( 1 × 105 个 /孔) 中，在转染前 1 h 换为 37℃ 预热的
无双抗培养液; 使用 Mirus 公司的 TransIT-TKO 将 siＲNA 转入
BV-2 细胞，转染步骤参照说明书，以 6 孔板为例，在 1． 5 mL
的离心管中加入 250 μL DMEM，然后加入 8 μL TransIT-TKO
转染试剂，室温放置 5 min 后加入 100 nmol /L 对照 siＲNA 或
TSPO siＲNA，继续放置 15 min 后逐滴加入细胞中，转染后
48 h检测 TSPO 基因下调效果并进行下一步实验。
1． 2． 3 BV-2 细胞分组处理 转染 TSPO siＲNA 或对照 siＲNA
48 h后，将 BV-2 细胞接种于 96 孔板或 24 孔板，孵育过夜
( ＞ 12 h) ; 待细胞进入对数生长期，吸弃原培养基，加入含
100 ng /mL LPS 的培养液刺激 BV-2 细胞，刺激 4 h，收集 96 孔
板细胞上清液和贴壁细胞，用于测定炎症因子的含量; 提取
24 孔板细胞的 ＲNA，用于检测炎症因子的 mＲNA 水平。对照
组选用同量 PBS 干预转染 TSPO siＲNA 或对照 siＲNA 的 BV-2
细胞。
1． 2． 4 实时荧光定量 PCＲ ( real-time quantitative PCＲ，
qＲT-PCＲ) 检测 BV-2 细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6、TSPO的mＲNA
表达 用 TＲIzol 提 取 ＲNA，然 后 用 SuperScript Ⅲ Ｒeverse
Transcriptase试剂盒将 1 μg ＲNA 反转录合成 cDNA，操作方法
按试剂说明书进行。用 SYBＲEx Taq 试剂盒来检测基因的
表达含量，以 GAPDH 作为内参。引物序列见表 1。








1． 2． 5 Western blot法检测 TSPO 在 BV-2 细胞中下调效果
BV-2 细胞转染 TSPO siＲNA 或对照 siＲNA 后 48 h，收集贴壁
细胞，提取蛋白，用 BCA 蛋白分析试剂盒测定蛋白含量; 每
组用 30 μg 蛋白跑 SDS-PAGE，然后采用湿转法转到硝酸纤维
素膜上; 用 50 g /L 脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入兔抗 TSPO 抗
体( 1∶1 000 ) 或小鼠抗 β-actin 抗体( 1∶2 000 ) ，4℃ 下孵育过
夜，然后用含 0． 5 mL /L Tween-20 的 PBST 洗3 次; 加入辣根
过氧化物酶标记的抗兔或抗小鼠二抗( 1 ∶5 000 ) ，室温孵育
1 h，然后用含 0． 5 mL/L Tween-20 的 PBST 洗 3 次; 用 ECL 显色
后暗室曝光。用软件算出条带的吸光度值，以抗 β-actin抗体的
吸光度值做内参矫正，并作为对照为 1． 0 进行计算。
1． 2． 6 ELISA 检测 LPS 处理的 BV-2 细胞 TNF-α、IL-1β、
IL-6 的水平 转染 TSPO siＲNA 或对照 siＲNA 的 BV-2 细胞用
LPS 处理 4 h，收集细胞上清液测定 TNF-α和 IL-6 含量、收集
细胞裂解液测定 IL-1β 含量。用 ELISA 检测，操作严格按照
试剂盒说明书进行。
1． 2． 7 统计学分析 采用 SPSS13． 0 统计软件进行统计学处
理，数据以 x ± s 表示，多组间均数比较用单因素方差分析。
P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2． 1 BV-2 细 胞 经 转 染 后 TSPO 基 因 的 表 达
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qＲT-PCＲ 检测结果显示，转染 TSPO siＲNA 的 BV-2
细胞 TSPO mＲNA 水平表达明显低于转染对照 siＲNA
的细胞，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 01，图 1 ) ，表
明转染成功，转染 TSPO siＲNA BV-2 细胞 TSPO 基因
呈现低表达。
bP ＜ 0． 01 vs对照 siＲNA．
图 1 qＲT-PCＲ 检测 TSPO mＲNA 的表达( n = 3)
2． 2 Western blot 法检测 TSPO 蛋白水平的表达
转染 TSPO siＲNA 的 BV-2 细胞 TSPO 蛋白水平的表
达明显低于转染对照 siＲNA 的细胞，差异具有统计
学意义( P ＜ 0． 01，图 2) ，证明转染成功。
bP ＜ 0． 01 vs对照 siＲNA．
图 2 Western blot 法检测 TSPO 蛋白表达( n = 3)
2． 3 下调 TSPO 基因表达对 LPS 诱导 BV-2 细胞炎
症因子 mＲNA 水平的影响 用 qＲT-PCＲ 检测转染
TSPO siＲNA 或对照 siＲNA 的 BV-2 细胞在 LPS 作用
4 h 后，TNF-α、IL-1β 和 IL-6 mＲNA 的表达水平。同
样检测对照组( 同量 PBS 干预转染 TSPO siＲNA 或对
照 siＲNA 的 BV-2 细胞) TNF-α、IL-1β 和 IL-6 mＲNA
的水平。结果显示: 转染 TSPO siＲNA的 BV-2 细胞
在 LPS 作用 4 h 后，TNF-α、IL-1β 和 IL-6 mＲNA 水
平与转染对照 siＲNA BV-2 细胞相当，差异无统计学
意义( P ＞ 0． 05，图 3 ) ，表明下调 TSPO 基因表达不
影响 LPS 诱导 BV-2 细胞分泌 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
mＲNA 水平的表达。
A: TNF-α; B: IL-1β; C: IL-6．
图 3 下调 TSPO 基因表达不影响 LPS 诱导 BV-2 细胞 TNF-α、
IL-1β和 IL-6 的 mＲNA 表达
2． 4 下 调 TSPO 表 达 对 LPS 诱 导 BV-2 细 胞
TNF-α、IL-1β 和 IL-6 蛋白水平的影响 用 ELISA
检测转染 TSPO siＲNA或对照 siＲNA 的 BV-2 细胞在
LPS 作用 4 h 后，TNF-α、IL-1β 和 IL-6 蛋白的表达;
同样检测对照组( 同量 PBS 干预转染 TSPO siＲNA或
对照 siＲNA 的 BV-2 细胞) TNF-α、IL-1β 和 IL-6 蛋白
的表达。结果表明，转染 TSPO siＲNA 的 BV-2 细胞
在 LPS 作用 4 h 后，其分泌 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 蛋
白的表达与转染对照 siＲNA BV-2 细胞相当，差异无
统计学意义( P ＞ 0． 05，图 4 ) ，表明下调 TSPO 基因
表达不影响 LPS 诱导 BV-2 细胞分泌 TNF-α、IL-1β
和 IL-6 蛋白水平的表达。
A: TNF-α; B: IL-1β; C: IL-6．







示小 胶 质 细 胞 在 LPS 诱 导 下 能 大 量 分 泌 TNF-α、





症、多 发 性 硬 化) 炎 症 损 伤 机 制 的 重 要 环 节［6］。
9989 期 豆晓锋，等． 下调 TSPO 表达不影响脂多糖诱导的小胶质细胞 TNF-α和 IL-1β以及 IL-6 的分泌
TSPO是位于小胶质细胞线粒体外膜，激活的小胶质
细胞可导致 TSPO 的显著增加，研究发现 TSPO 在静





采用 ＲNAi 技术下调 TSPO 基因表达能促进乳腺癌细
胞和胶 质 瘤 细 胞 增 殖 分 化，促 使 肿 瘤 生 长 和 发
展［8 － 9］，使 Ｒ2 细胞［10］和 MA-10 Leydig 细胞［11］内的





技术建立 TSPO 基因表达下调的 BV-2 细胞模型，经
qＲT-PCＲ 和 Western blot 检测表明 TSPO siＲNA 能有
效抑 制 了 目 的 基 因 TSPO 的 表 达，获 得 了 稳 定 的
TSPO基因表达下调的小胶质细胞株。并以该细胞为
模型探讨下调 TSPO 基因对小胶质细胞炎症过程的
干预效果，经 qＲT-PCＲ 和 ELISA 检测发现下调 TSPO
基因表达对 LPS 诱导 BV-2 细胞分泌炎性细胞因子
TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量无影响，提示 TSPO 基
因可能不直接涉及小胶质细胞的炎症反应，或者说
TSPO 基因在小胶质细胞的炎症反应中不起主要作
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